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Resumo    
Neste estudo, obteve-se um equivalente cutâneo composto por membrana de 
poli(álcool vinifico) (PVA) contendo nanopartículas de prata (AgNPs) e um arcabouço 
de colágeno-ácido hialurônico (col-AH) cultivado com células-tronco mesenquimais 
de tecido adiposo (ASC). O material foi caracterizado por microscopia eletrônica de 
varredura (MEV), microscopia eletrônica de transmissão (MET), micro-CT, ensaio 
microbiológico, citocompatibilidade com as ASC e liberação de Ag+ no meio de cultivo 
por espectrometria de emissão óptica com fonte de plasma (ICP-OES). Além disso, 
também foi analisado o potencial imunomodulatório das ASC cultivadas no col-AH 
sobre os macrófagos. A imunomodulação foi analisada por citometria de fluxo. A 
produção de citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias foi analisada pelo 
Imunoensaio Multiplex. Foi demonstrado que o material apresenta poros e que uma 
pequena concentração de Ag+ é liberada do PVA.  A presença das AgNPs não 
interferiu no crescimento das ASC. As ASC modularam a resposta dos macrófagos a 
um fenótipo anti-inflamatório por aumentarem a expressão de CD206, além de 
reduzirem também a quantidade de macrófagos M1(CD86+CD206-). O arcabouço de 
col-AH aumentou a modulação pelas ASC. O dispositivo desenvolvido é apropriado 
como substituto cutâneo, pois evita perda de água e infecção por microrganismos, 
além de modular a resposta dos macrófagos para M2. O sistema de co-cultura 
tridimensional (3D) desenvolvido, permite maiores estudos a respeito da modulação 
das mesenquimais sobre os macrófagos, em ambiente in vitro de forma mais 
semelhante ao in vivo.   
Palavras-Chave: Ácido hialurônico, Células mesenquimais, Colágeno, Engenharia 









 Abstract  
In this study, a cutaneous equivalent composed of poly (vinyl alcohol) (PVA) 
membrane containing silver nanoparticles (AgNPs) and a collagen-hyaluronic acid 
scaffold (col-HA) cultured with adipose derived mesenchymal stem cells (ASC). The 
material was characterized by scanning electron microscopy (SEM), transmission 
electron microscopy (TEM), micro-CT, microbiological assay, cytocompatibility with 
ASCs and release of Ag+ into the culture medium by optical emission spectrometry 
with plasma source (ICP-OES). Additionally, it was analyzed the potential 
immunomodulatory effects of ASCs cultured in col-HA in macrophages response. Flow 
cytometry was performed to analyze immunomodulation. The production of 
inflammatory and anti-inflammatory cytokines was analyzed by Multiplex Imunoassay. 
It was shown by SEM and Confocal Microscopy that both PVA and collagen had porous 
structure and PVA had a slight release of Ag+. Such release did not interfere in the 
ASC growth. The ASC modulated the macrophages response into an anti-
inflammatory phenotype due to the increased CD206 expression, as well as reduced 
type M1 macrophages (CD86+ CD206-). The col-HA scaffold increased the ASC 
modulation. The developed device is suitable as a cutaneous substitute, since it avoids 
loss of water and microorganisms infection, and also modulates macrophages 
response to type M2. The three-dimensional (3D) co-culture system here developed 
open news insights for further studies directed to the in vitro modulation of 
mesenchymal cells over macrophages response, mimicking a similar environment with 
in vivo features. 
Keywords: Hyaluronic Acid, Mesenchymal Cells, Collagen, Skin Tissue Engineering,  
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     A pele é o maior órgão do corpo e fornece proteção contra agentes externos 
físicos, químicos e biológicos. É constituída de três camadas a epiderme, a derme e 
a hipoderme (Gurtner et al. 2008a). Lesões extensas de espessura total, que atingem 
toda a derme, resultante de queimaduras, traumas, ulcerações dentre outras, 
necessitam de enxerto de pele (Papini 2004).  
           O autoexerto (pele proveniente do próprio paciente) é o padrão-ouro utilizado, 
porém lesões extensas limitam a área doadora (Böttcher-Haberzeth, Biedermann, 
and Reichmann 2010). Sendo assim, vários materiais têm sido desenvolvido como 
curativo ou alternativa ao enxerto autogênico  (Borda, Macquhae, and Kirsner 2016).  
        Um polímero sintético bastante utilizado como curativo cutâneo é o PVA 
(Bhowmick and Koul 2016; Shankhwar et al. 2016; Morgado et al. 2014). No entanto, 
por ser úmido, esse material permite o crescimento de microrganismos. Muitos 
trabalhos têm associado AgNPs a matrizes poliméricas devido a seu largo espectro 
antimicrobiano, visando inibir o crescimento de microrganismos (Bhowmick and Koul 
2016; Loo et al. 2014; Salih, Reicha, and El-Sherbiny 2016). O PVA puro ou contendo 
AgNPs não pode ser utilizado individualmente como substituto cutâneo, uma vez que 
devido a sua alta hidrofilicidade, não permite o crescimento celular (Nuttelman et al. 
2001).  
   Buscando utilizar o PVA como substituto cutâneo, trabalhos têm associado 
esse polímero a materiais que permitem o crescimento de células (Zarekhalili et al. 
2017; Eghbalifam, Frounchi, and Dadbin 2015; Mahnama et al. 2017). Um material 
citocompatível bastante utilizado em substitutos cutâneos é o colágeno. Essa 
proteína corresponde a cerca de 60 a 80% do peso seco da derme (Xu, Lu, and Seffen 
2008). Visando mimetizar a matriz extracelular o colágeno tem sido associado ao 
ácido hialurônico, além disso esse glicosaminoglicano estimula a formação de vasos 
(Park et al. 2002).  
   Outro problema de pacientes com queimaduras extensas de terceiro grau é 
a formação de cicatriz hipertrófica (van den Broek et al. 2014). A principal célula 
envolvida na formação de fibrose é o macrófago (Wynn and Barron 2010). Essas 
células, dependendo do estímulo ao qual estão expostas podem polarizar para 





mostrado que ASC possuem propriedades imunomodulatórias e anti-fibrótica 
(Navone et al. 2014; Chung and Son 2014).  
    As ASC, devido a seu potencial imunomodulatório, são capazes de modular 
a o fenótipo dos macrófagos para M2 (Guillén et al. 2018). Ainda há controvérsias a 
respeito do qual subtipo de macrófago está envolvido na formação de fibrose (Wynn 
and Barron 2010). Porém, tem-se mostrado que a presença das ASC em lesões 
cutâneas reduzem a formação de fibrose e promovem a polarização dos macrófagos 
para M2 (Hu et al. 2018).  
Sendo assim, nesse estudo obteve-se um dispositivo híbrido de PVA-
AgNPs/colágeno-ácido hialurônico cultivado com células tronco mesenquimais 
humanas como substituto dérmico. O material foi avaliado através de MEV, teste 
biomecânico para flexibilidade e ensaio de citocompatibilidade. Também, foi 
analisado o potencial imunomodulatório das ASCs cultivadas no arcabouço de 
colágeno/AH sobre os macrófagos.  
  
 
2. Revisão de literatura  
 
2.1. Pele  
A pele é o maior órgão do corpo humano. Constitui-se de uma eficiente barreira 
mecânica contra agentes externos tais como, radiação UV e microrganismos, além 
disso, previne a perda de fluídos corpóreos e é responsável pela termorregulação 
(Böttcher-Haberzeth, Biedermann, & Reichmann, 2010). É composta pela epiderme, 
derme e hipoderme (Figura 1). 
 A camada mais externa, a epiderme, é constituída por epitélio estratificado 
pavimentoso queratinizado. Essa camada possui espessura de 0,1 – 0,2 mm é 
composta predominantemente pelos queratinócitos e melanócitos. (Gurtner et al. 
2008b). Os queratinócitos, são responsáveis pela produção de queratina e 
representam cerca de 80% das células da epiderme. Os melanócitos são 
responsáveis pela produção do pigmento melanina  (Junqueira, Carneiro 2017). 
 Outras células presentes na epiderme são as células de Langherans e de 





participam da resposta imune da pele (Seneschal et al. 2012). As células de Merckel, 
localizam-se próximas a terminações nervosas e apresentam função sensorial 
(Dangelo 2008). 
 
                           A derme, é composta principalmente por fibroblastos, responsáveis pela 
produção da matriz extracelular. Os vasos sanguíneos presentes na derme fornecem 
nutrientes para todos os tipos celulares, inclusive para as células da epiderme que é 
avascular. Os anexos como glândulas sebáceas, sudoríparas e folículos pilosos estão 
situados entre a derme e a epiderme. Na derme, são encontradas terminações 
nervosas. Essas terminações podem ser livres ou conjugadas a receptores em forma 
de corpúsculos, como os de Vater-Pacini, sensíveis a pressão e os de Krause, 
sensíveis ao frio (Dangelo JG 2008).  
     A membrana basal separa fisicamente a derme da epiderme, porém 
funcionalmente conecta ambas. A hipoderme é composta principalmente pelo tecido 
adiposo, cuja função é servir como isolante térmico e fonte de energia (Geoffrey C. 













2.2.  Regeneração e Cicatrização de Feridas  
A pele possui capacidade de regeneração, porém apenas em casos de 
ferimentos leves como cortes e escoriações. Em lesões de terceiro grau acima de 1 
cm de diâmetro, ocorre a cicatrização ao invés da regeneração (Papini, 2004).  
Na regeneração o tecido morto é substituído por outro morfofuncionalmente 
idêntico, sem perda da sua atividade funcional, enquanto que na cicatrização ocorre 
a substituição do tecido lesionado por tecido fibroso, com perda da atividade do 
tecido.  
O processo de cicatrização está dividido basicamente em três fases: 
inflamatória, proliferativa e de remodelamento (Figura 2) (Geoffrey C. Gurtner et al., 
2008).  
A fase inflamatória ocorre logo após o dano ao tecido, com o recrutamento de 
componentes da cascata de coagulação, vias inflamatórias e sistema imune, 
necessários para evitar a perda de sangue e fluídos corpóreos, e remoção do tecido 
morto o que previne infecções. A hemostase é obtida pela formação de um trombo 
rico em plaquetas, que provisoriamente tampona a lesão endotelial (Epstein, 
Lefkovits, Plow, & Topol, 1995), é seguida pela deposição de uma matriz de fibrina, 
que se tornará um arcabouço para infiltração celular. Os neutrófilos são, geralmente, 
as primeiras células a surgirem no local da inflamação aguda, seguidos pelos 
macrófagos e linfócitos, após 2-3 dias. Os neutrófilos permanecem apenas nos 
estágios iniciais da lesão, enquanto que os macrófagos persistem por todos os 
estágios do processo de cicatrização (Adamson, 2009). O número de macrófagos 
aumenta durante a fase inflamatória, com pico durante a formação de tecido de 
granulação e declínio no final da fase de remodelamento (Martin et al., 2005).  
A fase proliferativa tem início aproximadamente de 3 a 10 dias após a lesão. 
Nessa etapa ocorre a formação do tecido de granulação, reepitelização, angiogênese 
e deposição de colágeno (Bauer, Bauer, & Velazquez, 2005).  
A última fase é a de remodelamento ou cicatrização, essa ocorre do 21º dia 
até um ano após a lesão. O colágeno tipo III, produzido na fase proliferativa, é 
substituído por colágeno tipo I. Miofibroblastos promovem a contração da lesão e 


































Figura 2. Representação esquemática das fases do processo de cicatrização. 






2.3. Queimaduras  
A perda de apenas 15% da área total da superfície da pele é o suficiente para 
pôr em risco a vida do paciente. A destruição da barreira epitelial pode acarretar na 
perda massiva de água podendo acarretar rapidamente na morte por choque 
hipovolêmico (Blais, Parenteau-Bareil, Cadau, & Berthod, 2013). Além disso, essas 
lesões estão sujeitas a invasão por microrganismos que podem levar à sepse, falência 
de múltiplos órgãos e morte (Bang, Sharma, Sanyal, & Al Najjadah, 2002).    
A principal causa de perda substancial da pele são as queimaduras. Essas são 
responsáveis por mais de 300.000 mortes por ano em todo mundo (Peck, 2011). No 
Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Queimaduras, estima-se que ocorram 
anualmente um milhão de casos de queimaduras, dos quais 200 mil são atendidos 
em unidades de emergência e 40 mil requerem hospitalização.  
As queimaduras podem ser divididas em epidérmica (1° grau), superficial de 
espessura parcial (2° grau), profunda de espessura parcial (2° grau) e de espessura 
total (3° grau) (Papini, 2004).  
 A queimadura epidérmica (1º grau), não requer tratamento cirúrgico, o 
processo de regeneração é rápido sem formação de cicatriz, já que não ocorre 
deposição de matriz extracelular.   
A superficial de espessura parcial (2º grau) afeta a epiderme e superficialmente 
a derme. A cicatrização dessa lesão ocorre por meio da migração dos queratinócitos 
basais da margem da lesão e células epiteliais das glândulas sudoríparas e sebáceas 
presentes na derme remanescente que é preservada neste tipo de lesão.   
Queimadura profunda de espessura parcial (2º grau) promove grande dano a 
derme resultando em poucos apêndices remanescentes levando, portanto, há um 
tempo maior de cura e formação de cicatriz.   
Queimaduras de espessura total (3º grau) são caracterizadas pela completa 
destruição da epiderme e derme e, portanto, dos elementos epiteliais capazes de 
promover a regeneração da pele.  
  
2.4. Pós-queimadura - Cicatrizes  
Indivíduos com extensas lesões de pele, como em caso de queimaduras de 3º 
grau, sofrem de perda substancial da derme, a qual não se regenera 





meio da reepitelização somente das bordas, estando associada a consideráveis 
contrações da pele (Papini, 2004) acarretando em problemas estéticos e funcionais 
para o paciente (Yannas & Burke, 1980).   
O processo de cicatrização quando não acometido de inflamação persistente 
promove formação de cicatriz normotrófica. Porém, quando há o prolongamento e 
exacerbação da fase inflamatória, pode ocorrer a formação de cicatrizes hipertróficas 
ou queloides (van den Broek, Limandjaja, Niessen, & Gibbs, 2014).   
A cicatriz normotrófica ocorre quando a pele adquire características similares 
a pele saudável em termos de espessura, cor e elasticidade (Verhaegen et al., 2009).  
A cicatriz hipertrófica é uma lesão elevada, que não ultrapassa os limites da 
ferida inicial (Gauglitz, 2013). É caracterizada pela proliferação do tecido dérmico, 
com excessiva produção de componentes da matriz extracelular pelos fibroblastos, 
principalmente colágeno. Essa cicatriz ocorre geralmente após 4 a 8 semanas da 
lesão e tende a regredir ao longo do tempo. O principal colágeno nesse tipo de lesão 
é do tipo III e apresenta padrão ondulado paralelo a epiderme (Berman, Maderal, and 
Raphael 2017).  
O queloide é uma cicatriz elevada que ultrapassa as margens da lesão 
(Gauglitz, 2013).  Essa cicatriz pode aparecer muitos anos após a lesão. Nesse tipo 
de cicatriz, os colágenos presentes são principalmente do tipo I e III e estão 
organizados de forma aleatória (Berman, Maderal, and Raphael 2017).  
A principal célula do sistema imune a participar do processo de formação de 
fibrose é o macrófago. Os macrófagos são provenientes da diferenciação e 
recrutamento dos monócitos. Essas células são recrutadas na fase inflamatória, onde 
liberam citocinas inflamatórias e sinais pró-fibróticos (Thomas Wynn & Barron, 
2010a).   
A principal citocina secretada pelos macrófagos e envolvida na formação de 
fibrose é o Fator de Crescimento Transformador Beta 1 (TGF-β1), o qual promove a 
expressão de alfa actina de musculo liso (α-SMA) em fibroblastos e sua conversão a 
miofibroblastos, responsáveis pela contração da ferida (Greenhalgh, 2007). Além 
disso, estimula a síntese exacerbada de colágeno, levando a formação de fibrose 





fase de remodelamento ou de cicatrização. Essa fase é caracterizada pela redução 
da proliferação celular, inflamação e neovascularização. A matriz extracelular 
provisória, constituída de colágeno tipo III, é substituída por colágeno tipo I (Epstein, 
Singer, & Clark, 1999).   
  
2.5. Materiais utilizados em queimadura  
A cobertura imediata de lesões cutâneas provocadas não apenas por 
queimaduras, mas também por trauma ou diabetes, é geralmente dificultada pela falta 
de pele doadora (H. Zhang et al., 2013). A engenharia tecidual tem fornecido novas 
estratégias para o tratamento dessas lesões (Mansbridge, 2009).   
Vários materiais estão disponíveis comercialmente como substitutos para pele, 
como por exemplo: Epicel®, composto de camadas de queratinócitos cultivados a 
partir de uma biópsia do paciente (Wright et al., 1998) , Integra®, (Stern, McPherson, 
& Longaker, 1990) composto de matriz 3-D porosa formada por colágeno tipo I e 
glicosaminoglicanos  como equivalente dérmico, associado a uma camada de 
silicone, para porção epidérmica, Permacol®, derme porcina acelular, Apligraf® 
(Organogênese), combinação de queratinócitos e fibroblastos alogênicos com 
colágeno bovino que fornece uma pele substituta temporária para o uso em feridas 
crônicas, mas não em áreas com queimaduras extensas (Bello & Falabella, 2002). 
Além dos produtos citados acima, que utilizam polímeros naturais, existe também o 
Dermagraft® que emprega o polímero sintético denominado Poli (ácido láctico – co- 
glicólico) - PLGA, esse produto é comercializado após cultivo de fibroblastos humanos 
obtidos de prepúcio de recém-nascido e utilizado como substituto dérmico. O material 
biorreabsorvível serve como suporte para a proliferação e secreção da matriz 
extracelular (Seal, Otero, & Panitch, 2001).  
Outro polímero sintético que está sendo bastante estudado como curativo 
cutâneo é o Poli(álcool vinílico) – PVA (Kamoun, Kenawy, Tamer, El-Meligy, & Mohy 
Eldin, 2015; Morgado et al., 2014; Shahzad et al., 2015), uma vez que possui muitas 
das propriedades requeridas a um curativo.  Esses materiais são resistentes 
mecanicamente, capazes de manter o local hidratado, transparentes e não-adesivos 
o que permite o acompanhamento da lesão (Jones & Vaughan, 2005a; Luo et al., 





atuar como agente antimicrobiano, vários trabalhos têm associado nanopartículas de 
prata (AgNPs) ao PVA (Eghbalifam, Frounchi, & Dadbin, 2015; Salih, Reicha, & 
ElSherbiny, 2016; Z. Zhang et al., 2016). No entanto, esse material não é passível de 
ser utilizado como substituto dérmico, uma vez que não degrada e nem permite a 
proliferação celular.   
Desde o primeiro arcabouço composto de colágeno e glicosaminoglicano 
relatado por Yannas e Burke, o colágeno tem sido amplamente utilizado na 
engenharia tecidual para a pele (Gopinath et al., 2004). Isso se deve ao fato do 
colágeno ser o principal componente dérmico, com cerca de 60-80% do peso seco 
da pele livre de gordura (Xu, Lu, & Seffen, 2008).  O colágeno apresenta inúmeras 
propriedades vantajosas como, propriedades hemostáticas e baixa antigenicidade 
(O’Brien, Harley, Yannas, & Gibson, 2005) e também características que podem ser 
modificadas (Geutjes et al., 2006) como por exemplo, a formação de uma estrutura 
tridimensional porosa, isto é, um arcabouço ou ainda filmes densos (Geutjes et al., 
2006).   
   O arcabouço construído por colágeno fornece espaço estrutural para a 
acomodação, proliferação e migração de fibroblastos e células endoteliais, além de 
permitir troca de nutrientes entre o material e o meio (Kim & Kim, 2007). O ácido 
hialurônico (AH) tem sido incorporado a arcabouços de colágeno uma vez que 
estimula a migração celular e angiogênese (Pardue, Ibrahim, & Ramamurthi, 2008). 
O AH é também um dos principais componentes da pele que está associado com o 
reparo tecidual. A síntese do ácido hialurônico é induzida durante a reparação de 
feridas. No processo de cicatrização fetal são observadas altas concentrações de 
ácido hialurônico que se acredita estar associado ao reparo sem formação de cicatriz 
(Prosdocimi & Bevilacqua, 2012).  
2.6 Papel dos macrófagos na regeneração tecidual e fibrose  
Quando o tecido é lesionado uma resposta inflamatória é induzida, sendo 
caracterizada pelo recrutamento e ativação de células hematopoiéticas e não - 
hematopoiéticas incluindo neutrófilos, macrófagos, natural killer, células B, células T, 
fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais e células tronco, que orquestram a 
reparação tecidual (TA Wynn, 2008). Quando a resposta inflamatória é bem 





restaurada. Entretanto, se essa reposta é crônica ou desregulada pode levar ao 
desenvolvimento de fibrose (T. A. Wynn & Ramalingam, 2012). Embora vários tipos 
celulares estejam envolvidos na reparação tecidual, os macrófagos são essenciais 
em todos os estágios de reparação (Thomas Wynn & Barron, 2010a). Além da 
fagocitose e apresentação de antígenos, macrófagos produzem muitas citocinas e 
quimiocinas que estimulam o crescimento de novos capilares, síntese de colágeno e 
fibrose (Mirza, DiPietro, & Koh, 2009).  
Após lesão tecidual, os monócitos (células precursoras dos macrófagos) são 
recrutados da medula óssea via gradiente de quimiocinas (quimiotaxia), como as 
CX3CL1 e moléculas de adesão como as molécula de adesão intercelular do tipo 1 
(ICAM-1) e molécula de adesão vascular 1 (VCAM-1) (Behm et al. 2012). Essas 
células recrutadas juntamente com os macrófagos residentes no tecido irão se 
diferenciar em macrófagos M1 (inflamatórios) ou M2 (anti-inflamatórios), dependendo 
dos fatores de crescimento e citocinas presentes no local da lesão (Martin et al., 
2005). Os macrófagos são células cuja a plasticidade permite a repolarização do 
fenótipo M1 para M2 e vice-versa dependendo do estimulo. Macrófagos M1 são 
associados a destruição do tecido, enquanto que macrófagos M2 estão associados 
ao remodelamento tecidual.  
Componentes de membrana de bactéria como lipopólissacarídeo (LPS) e 
citocina como interferon gama (INFγ) polarizam os macrófagos para fenótipo M1 
(Mosser et al., 2008). Esses macrófagos sintetizam citocinas inflamatórias como IL-1,  
IL-6 e IL-12 e expressam receptor de superfície CD86 (Barrientos et al., 2008).  
Enquanto que citocinas como IL-4, IL-10 e IL-13 polarizam os macrófagos para M2, 
os quais expressam CD206, que exibe propriedades anti-inflamatórias e de reparo 
tecidual (Gordon, 2003). Os macrófagos M1 são geralmente encontrados nos 
estágios iniciais do processo de cicatrização, enquanto que M2 são encontrados nos 
estágios mais tardios, orquestrando o reparo tecidual (Crane et al., 2014).  
Os macrófagos são conhecidos por regularem o processo de fibrose, pois 
atuam ativando diretamente os fibroblastos e interferem na dinâmica da matriz 
extracelular por regularem o balanço entre metaloproteínases e seus fatores 
inibitórios como TGF-β1 (Thomas Wynn & Barron, 2010).  Há três isoformas do TGF-
β presente em mamíferos, que são TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3. Entre essas isoformas 





A presença de TGF-β1 aumenta a deposição de colágeno pelos fibroblastos e 
reduz sua degradação por diminuir a expressão de metaloproteínases, além disso, 
promove a transição de fibroblasto para miofibroblasto. Os miofibroblastos são 
caracterizados pela expressão de α-actina de musculo liso (α-SMA) que está 
envolvido na contração das feridas (Gabbiani, 2003). Devido a expressão tardia de 
TGFβ-3 nos processos de cura, supõe-se que essa isoforma limite a formação de 
fibrose (Frank, Madlener, & Werner, 1996).    
           Ainda não é consenso qual subtipo de macrófago, M1 ou M2, está associado 
a formação de fibrose. Macrófagos M1, contribuem para proliferação de 
miofibroblastos e fibrócitos (Thomas Wynn & Barron, 2010b). Porém, essas células 
também produzem metaloproteínases, que são importantes no controle da fibrose.   
           Macrófagos M2, são considerados pró-fibróticos por estimularem a síntese de 
colágeno (Endo et al., 2003), porém produzem IL-10, a qual tem demonstrado efeitos 
direto na redução de TGF-β1(Moore, de Waal Malefyt, Coffman, & O’Garra, 2001). 
Tem se demonstrado que lesões em fetos de camundongos nocaute para IL-10, 
perdem a capacidade de regeneração, ocorrendo a formação de cicatriz nessa 
situação (Liechty, Kim, Adzick, & Crombleholme, 2000).   
  
2.7 Célula-tronco mesenquimal derivada de tecido adiposo humano (ASC) e seu 
papel na redução de fibrose  
Células-tronco mesenquimais (MSCs) são células-tronco adultas 
multipotentes. Em 2006, a Sociedade Internacional para Terapia Celular, definiu os 
critérios mínimos para caracterização das MSCs, os quais incluem a capacidade 
dessas células em diferenciarem em adipócito, osteoblasto e condrócito; 
apresentarem em sua superfície a expressão de CD73, CD90 e CD105 e não 
expressarem CD14, CD34, CD45, 79 e HLA-DR e serem aderentes à placa de 
poliestireno. Essas células podem ser obtidas de vários órgãos como medula óssea 
(BM-MSC), placenta (PMSC), tecido adiposo (ASCs) entre outros (Hass, Kasper, 
Böhm, & Jacobs, 2011). O tecido adiposo tem emergido como um forte candidato 
para o isolamento dessas células, por ser de fácil obtenção e abundante no corpo 
(Zimmerlin et al., 2009).  
Células-tronco de tecido adiposo (ASC), participam de diferentes fases da 





promoverem neovascularização e regularem o fenótipo de fibroblasto e deposição de 
matriz extracelular (Navone et al., 2014). Essas células possuem propriedades 
imunossupressoras e anti-inflamatórias, o que poderia suprimir a expressão de TGF-
β1 e diminuir a formação de fibrose e contração da lesão (Ren et al., 2008). 
É conhecido que células-tronco mesenquimais podem polarizar os macrófagos 
para o fenótipo M2. Acredita-se que essa polarização seja devido a secreção de 
PGE2, IL-4, IL-6, e IL-10 pelas MSCs (Chung & Son, 2014a). Macrófagos co-
cultivados com MSCs apresentam reduzida expressão de TNFα e aumento na 
expressão de IL-10 (Navone et al., 2014). Tem-se demonstrado que a expressão de 
IL-10, diminui a resposta inflamatória e previne a formação de fibrose (S. Liu et al., 
2014).  
Estudo realizado por Paul Martin et al. (2003) em camundongos nocaute para 
PU. 1 (fator de transcrição envolvido na regulação e maturação dos macrófagos) que 
não possuem células mielóides maturas, demonstra a cura das lesões sem formação 
de cicatriz. A depleção de macrófagos somente nos estágios iniciais da lesão (1 a 5 
dias) promove redução de cicatriz, e, portanto, evidencia sua relação com a formação 
de cicatrizes (Lucas et al., 2010).   
Sabe-se que a cicatrização de feridas em fetos ocorre sem formação de 
cicatriz. Nesse processo, como o sistema imune é pouco desenvolvido, ocorre mínima 
inflamação e deposição normal de colágeno. Durante a cicatrização fetal são 
observados altos níveis de TGF-β3 e baixos níveis de TGF-β1 e fator de crescimento 
derivado de plaquetas (PDGF) (Leung, Crombleholme, & Keswani, 2012).  
Acredita-se que a secreção de VEGF e HGF pelas MSCs também possua 
efeito anti-fibrótico e mantenha o balanço apropriado entre os TGF-β1 e TGF-β3 
durante a fase de remodelamento das feridas (Maxson et al., 2012). Além disso, a 
adição de TGF-β3 em lesões de espessura-total em murinos, resultou na redução do 
influxo de monócitos e macrófagos, e deposição de fibronectina, colágenos tipo I e III 









3. Objetivo  
3.1 Objetivo geral  
Desenvolver um dispositivo híbrido constituído de PVA-AgNPs/col-AH 
cultivado com ASC, visando a utilização em queimaduras graves para redução de 
cicatriz hipertrófica e infecção por microrganismos.  
  
3.2 Objetivos específicos  
• Obter um dispositivo bilaminar composto por membrana de PVA contendo AgNPs e 
arcabouço de colágeno-ácido hialurônico;  
• Analisar a morfologia do material por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV);  
• Analisar a resistência mecânica do material através do Ensaio de Tração;  
• Analisar o potencial bactericida e fungicida do material;  
• Isolar, cultivar e caracterizar as ASC através das seguintes técnicas:  
Citometria de fluxo;  
Potencial de diferenciação em células do tecido mesodérmico.   
• Analisar a citocompatibilidade do dispositivo frente às ASC;   
• Isolar monócitos humanos do sangue periférico;  
• Analisar se as ASC serão capazes de imunomodular o macrófago para um fenótipo 















4. Material e Métodos  
4.1 Preparação do dispositivo híbrido de PVA-AgNPs/col-AH  
Para obtenção do PVA-AgNPs uma solução de 8% m/v de PVA (Sigma Aldrich, 
ref. 363146) em água destilada foi aquecida a 80ºC e colocada sob agitação. Após 
completa homogeneização, a solução de AgNPs contendo 20µg/mL foi adicionada à 
solução de PVA nas concentrações de 1 µg/mL e 2 µg/mL. Então, o hidrogel foi vertido 
em placas e colocadas em temperatura de -18ºC por 16 horas, seguido por ciclos de 
resfriamento/descongelamento, para a reticulação do hidrogel, em temperatura 
ambiente por 8 horas. Esses ciclos foram repetidos por 2 vezes.   
Após o desenvolvimento do hidrogel, uma solução de colágeno de pele bovina 
(6mg/mL) contendo 10% de ácido hialurônico foi colocada sobre o hidrogel, 
congelados por 24 horas e liofilizados. Para o processo de reticulação, o arcabouço 
foi colocado em uma solução de 95% de etanol (pH 7,0) suplementada com 50mM 
de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC),  por 7 horas à temperatura 
ambiente. O dispositivo foi lavado duas vezes por 1 h com fosfato dissódico a 0,1M, 
duas vezes por 2 h com cloreto de sódio a 1 M, 6 vezes por 24 h com cloreto de sódio 
a 2M e 10 vezes com água bidestilada para remover o EDC residual. Em seguida, foi 
novamente congelado a -20°C por 24 horas e liofilizado.  
  
 4.2   Caracterização física do material  
4.2.1 Morfologia do dispositivo – Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e 
Microtomografia Computadorizada de Raios X (Micro CT) 
Para análise morfológica do dispositivo por meio da microscopia eletrônica de 
varredura, a membrana de PVA foi desidratada por uma série crescente de etanol, 
80, 95 e 100%, 15 minutos cada. Após, foi seca em ponto crítico. O arcabouço de col-
AH não recebeu nenhum tratamento adicional. Para a obtenção das imagens, as 
amostras foram levadas em um suporte adequado e metalizadas (Balzers 050) pela 
deposição de uma fina camada de ouro em suas superfícies e observadas em 
microscópio eletrônico de varredura (JEOL JXA-840A). 
A análise por Micro-CT foi realizada por tomógrafo de transmissão de raio X 
de terceira geração (Oliveira et al., 2009). As amostras foram colocadas em câmara 





obtidas após reconstrução 3D e processadas pelo software NReconTM from Bruker 
microCT (version 1.6.9.4).  
  
4.2.2 Microscopia eletrônica de transmissão (MET)  
A morfologia e diâmetro das AgNPs foram caracterizados por MET. Para isso, 
uma gota da solução contendo AgNPs foi colocada sobre uma grade de cobre e 
examinadas em microscópio eletrônico de transmissão Zeiss EM-902 (80 kV).  
  
4.2.3 Ensaio Mecânico   
A propriedade mecânica da membrana de PVA foi determinada usando uma 
máquina de teste de materiais uniaxial para tração (MTS 810-FlexTest 40) equipada 
com uma célula de carga de 1500 N. Para isso, as membranas em formato retangular 
(55mm x 10 mm x 2,5 mm) foram tracionadas a uma velocidade constante de 50 
mm/minuto. Foram testadas 5 amostras de cada. O comportamento da carga de 
alongamento dos dispositivos e modo de falhas foi registrado. A propriedade dos 
dispositivos foi representada pelo módulo de Young (MPa) e deformação na ruptura 
(%).   
 4.3  Ensaio microbiológico  
O ensaio microbiológico foi realizado após desinfecção das membranas de 
PVA puro e contendo diferentes concentrações de AgNPs com etanol por 30 min. 
Após, as membranas foram lavadas em tampão fosfato-salino (PBS) estéril e seu 
potencial antimicrobiano analisado pela técnica de difusão em disco (método de Kirby 
Bauer), frente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC25923), Pseudomonas 
(ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC25922) e ao fungo Candida albicans (ATCC 
1023). As bactérias foram incubadas em ágar de Müeller – Hinton à 37ºC por 24 
horas. Para análise dos fungos, esses foram cultivados nas membranas na 
concentração de 5 X 105/mL por 24 horas à 37°C, e mantidos em placas de cultura 
de 24 poços. Após 24 horas, as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS e fixadas 
por 30 minutos em PFA 4%. O material foi analisado por microscopia confocal, após 





  4.4   Obtenção, isolamento, caracterização e cultura das ASC  
Para obtenção das ASC foi utilizado gordura de lipoaspiração do abdome, 
descartada de paciente do sexo feminino. A cirurgia foi realizada no Hospital Santa 
Lucinda localizado no município de Sorocaba-SP. Os procedimentos foram 
aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Unicamp - Campus Campinas 
(nº1.650.961). O tecido foi coletado em seringa e enviado ao laboratório.   
O tecido foi digerido com solução de Tripsina/EDTA à 37ºC por 30 min. Após, 
foi centrifugado à 1500 rpm. O pellet foi ressuspendido em DMEM contendo 10% de 
soro fetal bovino. As células foram semeadas em garrafas de cultivo celular T 75 e 
mantidas em estufa contendo 5% CO2 à 37ºC.  
A caracterização das ASC foi realizada por meio da sua capacidade de 
diferenciação em adipócito e osteoblasto. Para isso, as células foram mantidas em 
meios indutores StemPro™ Adipogenesis Differentiation Kit (ThermoFisher, 
A1007001) e StemPro™ Osteogenesis Differentiation Kit (ThermoFisher, A1007201) 
para cada tipo celular por 14 dias. Após as células foram coradas com Oil red, que 
evidenciam o acumulo intracelular de lipídeos, e Alizarin Red, que cora cálcio 
presente na matriz mineralizada.  
As células também foram avaliadas por marcadores de superfície comumente 
definidos, uma vez que essas não possuem marcadores específicos. Para isso, as 
células foram marcadas com anticorpos pré-conjugados com fluoresceína 
isotiocianato (FITC), ficoeritrina (PE), azul pacífico (PB) ou aloficocianina (APC). Os 
marcadores selecionados para caracterização das células-tronco mesenquimais 
foram: ausência de marcadores CD45 e HLA-DR e marcadores de MSCs comumente 
citados (CD105, CD73, CD90 e CD29). Utilizou-se o citômetro de fluxo FACSAria (BD 
Biosciences, San Jose, CA) para as medições, foram adquiridos 30.000 eventos. As 
análises foram realizadas com o software FlowJo (Tree Star, OR). 
4.5 Citocompatibilidade  
O ensaio de citocompatibilidade foi inicialmente realizado apenas para o 
arcabouço de col-AH desenvolvido, para que se pudesse observar o efeito desse 
material sobre as ASC. Para isso, os arcabouços foram desinfetados por 1 hora em 





estufa à 37ºC contendo 5% CO2. As ASC foram cultivadas na concentração de 5 X 
104 células/poço, na placa de 24. As análises foram realizadas após 1, 7 e 14 dias de 
cultivo por microscopia confocal de varredura à laser (Leica TCS SP5). Transcorridos 
os tempos, as células foram fixadas com PFA 4%, permeabilizadas com Triton-X 100 
e incubadas com DAPI. Para que se pudesse obter a quantificação de todas as 
células contidas no arcabouço, realizou-se a reconstrução 3D do material. O limite 
estabelecido para a reconstrução foi a amostra de 14 dias, cuja a infiltração máxima 
foi de 150µm.   
  
 4.6   Morfologia das ASC na presença de PVA-AgNPs/col-AH   
A morfologia das células foi analisada por MCVL. Para isso, as células foram 
fixadas com PFA 4%, permeabilizadas com Triton-X 100 e incubadas com DAPI e 
Faloidina conjugada com Alexa Fluor® 594. As imagens de alta resolução foram 
obtidas por meio de cortes ópticos, agrupados a fim de realizar a reconstrução 
tridimensional da topografia do arcabouço.   
  
 4.7   Quantificação de Ag+ no meio de cultivo celular  
A quantificação da Ag+ liberada pela membrana de PVA-AgNPss, foi analisada 
após 1, 7 e 14 dias no sobrenadante proveniente do cultivo das ASCs no dispositivo 
bilaminar. Para isso, as amostras foram digeridas com ácido nítrico e quantificadas 
por ICP-OES (Optima 8000 ICP-OES spectrometer Perkin Elme).   
  
4.8 Determinação da capacidade imunorregulatória das células-tronco 
mesenquimais   
4.8.1 Amostras de Sangue Periférico Humano  
Amostra de sangue periférico de 5 pacientes foi coletada.  Os pacientes foram 
submetidos à punção venosa de 80 mL de sangue periférico, realizada por pessoa 
devidamente habilitadas em tubo contendo heparina sódica. A coleta foi realizada na 
Pontifícia Universidade Católica de São Paulo – Campus Sorocaba. Os 
procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Unicamp - 






4.8.2 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) e 
células CD14+  
As CMSP obtidas do sangue foram centrifugadas sobre uma solução de Ficoll-
Hypaque (densidade 1,077) a 1500 rpm por 30 minutos, sendo as células 
mononucleares (anel sobre a solução de Ficoll-Hypaque) transferidas para outros 
tubos tipo Falcon de 15 mL. As CMSP foram submetidas a duas lavagens com meio 
RPMI (300 g por 10 minutos a 4ºC). Os monócitos CD14+ (Mo) foram separados 
através de kit comercial CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Ref. 130.090.329), 
seguindo as instruções do kit. Os monócitos foram cultivados por 5 dias em frasco de 
cultura celular com superfície de baixa adesão (Corning ® Ultra Low attachment cell 
culture flasks), na presença de 50 ng/mL de fator estimulante de colônias de 
macrófagos (M-CSF) (Sigma Aldrich, M6518) para conversão dos monócitos em 
macrófagos.   
  
4.8.3 Co-cultura dos macrófagos com as ASC na placa e arcabouço de col-AH  
A análise fenotípica dos macrófagos foi realizada após 14 dias de co-cultivo. Para 
isso, as ASC foram cultivadas na placa e no arcabouço de col-AH por 4 dias na 
concentração de 2 X 104 cel/poço, na placa de 12 poços. Após os macrófagos, 
tratados com M-CSF, foram cultivados na concentração de 1 X 105 cel/poço, na placa 
e no arcabouço de col-AH, contendo ou não as ASC previamente cultivadas. Foram 
analisados dois grupos: com e sem indução para fenótipo M1. A indução foi realizada 
por meio da adição de 50ng/mL de lipopolissacarideo (LPS) (Sigma Aldrich, L5668) e 
10ng/mL de interferon gama (INFγ) (Sigma Aldrich, I3265) ao meio de cultivo RPMI + 










• FENÓTIPO M1/PLACA: células cultivadas na placa de poliestireno induzidas para 
fenótipo M1 (inflamatório) com LPS e INFγ.  
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• FENÓTIPO M1/col-AH: células cultivadas no arcabouço de col-AH induzidas para 
fenótipo M1 (inflamatório) com LPS e INFγ.  
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  4.8.4 Fenótipo dos macrófagos após cultivo e co-cultivo na placa e 
arcabouço de col-AH  
Após14 dias de cultivo nas placas e nos arcabouços, os macrófagos foram 
analisados por citometria de fluxo para detecção do fenótipo inflamatório (M1 – CD86) 
ou anti-inflamatório (M2 – CD206). Os anticorpos utilizados foram: CD14Pey7 
(Abcam, cód. Ab195192), CD45 Pacif Blue (Abcam, cód. ab123626), CD 86 PE 
(Abcam, cód.305406), CD 206 FITC (Biolegend, cód. Ab321104). Para isso, 
transcorridos os tempos de cultivo, as células cultivadas na placa de poliestireno, 
foram soltas após incubação com PBS - 10mM EDTA no gelo, enquanto que, as 
células cultivadas no arcabouço de col-AH, foram soltas por meio da incubação do 
arcabouço com colagenase. Os anticorpos foram adicionados às células por 20 
minutos à temperatura ambiente e transferidos para tubos de leitura de FACS.   
 
4.8.5 Citocinas   
As amostras do sobrenadante de cultura foram utilizadas para determinar as 
concentrações de IL12p40, TNFα e IL-10 por meio do ensaio Multiplex (Milipore, 
ID.HCYTOMAG0K-08.Human Cytokine MAGNETIC Kit). O preparo das amostras foi 
realizado de acordo com as instruções do kit, as análises foram realizadas em 
duplicata.  
4.9 Análise estatística  
Os resultados foram expressos em média com desvio padrão e analisados pelo 
teste de análise de variância ANOVA um critério para comparação nos mesmos 
tempos e dois critérios para comparação em tempos diferentes. A diferença entre os 
grupos foi analisada pelo teste de Tukey, valores de p<0,05 indicam diferença 









5. Resultados  
 5.1  Obtenção do dispositivo   
O dispositivo bilaminar consistiu em membrana de PVA-AgNPs contendo 
aproximadamente 4 mm de espessura e arcabouço de col-AH com aproximadamente 
2 mm de espessura como mostrado abaixo (Figura 3).  
  
 








  Figura 3. Dispositivo bilaminar de PVA-AgNPs/col-AH. A membrana de PVA (material 
transparente e quadrado) encontra-se abaixo do arcabouço de col-AH (material 













 5.2 Morfologia do dispositivo por MEV  
Na membrana de PVA caracterizada por MVCL, foi possível observar poros 
com diâmetros variados entre 0,94 µm a 11,3 µm. A análise por MEV demonstrou que 
a presença das AgNPs não interferiu na porosidade das membranas. Na análise por 
micro-CT observou-se que 50% do volume total das membranas de PVA era 
constituído por poros. O arcabouço de col/AH também apresentou poros com 





















Figura 4. Eletromicrografias das fraturas dos materiais que compõe o dispositivo 
bilaminar. (A) PVA; (B) PVA-1µg/mL AgNPs; (C) PVA-2µg/mL AgNPs. (E) Imagem 3D da 
membrana de PVA intumescida e arcabouço de col-AH analisado por MVCL. Imagem 3D 
da membrana de PVA intumescida por Micro-CT. Escala para membranas de PVA de 5 






5.3 Morfologia das AgNPs  
As AgNPs foram caracterizadas por MET e apresentaram diâmetro entre 5 a 
20 nm (Figura 5).      











Figura 5. Eletromicrografia das AgNPs em solução. 
 
 
       










5.4 Ensaio de tração   
O ensaio de tração mostrou que a presença de 2 µg/mL de AgNPs na membrana 
de PVA, promoveu redução do módulo de Young, mas não interferiu na deformação 
da membrana de PVA (Figura 6).   
  
Figura 6. Propriedade mecânica da membrana de PVA com diferentes 
















 5.5 Atividade antimicrobiana  
   A atividade antimicrobiana das amostras de PVA contendo diferentes 
concentrações de AgNPs foram testadas pelo método de difusão de disco. Foi 
observado que nenhuma das concentrações apresentou formação significativa de 
halo, apenas na amostra contendo 2µg/mL foi observado uma pequena formação de 







Figura 7. Atividade antimicrobiana das membranas de PVA puro e contendo 
diferentes concentrações de AgNPs. (A) Escherichia coli; (B) Pseudomonas 
aeruginosa e (C) Staphylococcus aureus. Ab - antibiótico utilizado como controle, 






A análise macro e microscópica para constatação do crescimento fúngico, nas 
membranas de PVA, evidenciou que houve formação de colônias apenas nas 
membranas sem AgNPs (Fig. 13). A análise por confocal, demonstra o crescimento 























Figura 8. Análise do crescimento fúngico nas membranas de PVA com e sem 
AgNPs. (A) Análise macroscópica do crescimento de colônias fúngicas na membrana de 
PVA sem AgNps expostas a condições ambientais por 7 dias, o tipo de fungo presente 
nessa situação não foi identificado. Análise por MVCL após marcação com DAPI do 
crescimento de colônias de Candida albicans sobre as membranas de PVA sem AgNPs. 
(B) Colônias observadas em menor aumento, escala de 100 µm; (C) Colônia observada 
em maior aumento, escala de 250 µm. Houve crescimento de colônias apenas nas 





5.6 Obtenção das ASC  
As células isoladas do tecido adiposo foram capazes de aderir a placa de 
cultivo. Essas células apresentam morfologia fibroblastóide com aproximadamente 
200 µm de tamanho (Figura 9).  
 
 
Figura 9. Morfologia das ASC em confluência 7 dias após isolamento. Microscopia de 













5.7 Caracterização das ASC  
Imunofenótipo  
O estudo imunofenotípico das ASC foi realizado na quarta passagem. Para 
isso, utilizou-se um painel de marcadores bem estabelecidos para identificação das 
mesmas, as quais foram analisadas por citometria de fluxo. Incialmente as células 
foram separadas por granulosidade, após realizou-se um gate para proceder com as 
marcações específicas. As ASCs apresentaram-se 98% positivas para CD105 
(endoglina), 100% positivas para CD90 (Thy-1), CD73 (5´nucleotidase) e CD29 
(integrina beta-1), e negativas para HLA-DR (não expresso em células-tronco 
mesenquimais) e CD45 (expresso em linfócito). As marcações estão representadas 
na Figura 10.  
 
   Figura 10. Análise da citometria de fluxo demonstrando as características fenotípicas 
das ASC. 











 5.8 Potencial de diferenciação  
   Na quarta passagem analisou-se o potencial de diferenciação das células 
isoladas do tecido adiposo. Após 14 dias de diferenciação essas células foram 
coradas com Alizarin red (depósito de cálcio) e Oil red (depósitio de lipídeo). As ASC 
isoladas e cultivadas em meios indutores foram capazes de se diferenciar em 
osteoblasto e adipócitos, demonstrando a capacidade de diferenciação dessas 


















Figura 11. Análise do potencial de diferenciação das células isoladas do tecido adiposo, 
após 14 dias em meio indutor. As células diferenciadas em osteoblastos foram coradas 
com Alizarin Red e em adipócitos foram coradas com Oil Red. Microscopia de contraste 
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  5.9 Citocompatibilidade  
O ensaio de citocompatibilidade foi realizado após 1, 7 e 14 dias cultivo no 
arcabouço de col-AH. É possível observar que houve crescimento celular ao longo do 
tempo e invasão das células para o interior do arcabouço (Figura 12). Essa análise 
foi realizada após a reconstrução 3D do material. O tempo de 14 dias foi utilizado 
como controle para que se pudesse determinar a espessura a ser analisada, nesse 














Figura 12. Análise do crescimento das ASC no arcabouço de col/AH após 1, 7 e 14 
dias de cultivo (A, B e C respectivamente). Núcleo das ASC marcado com DAPI (azul) 
e observados por MCVL. Representação gráfica do crescimento das ASC no 
arcabouço. Resultado expresso em média com desvio padrão, n=3. Significância 





O ensaio de citocompatibilidade no dispositivo bilaminar contendo AgNPs 
também foi realizado após 1, 7 e 14 dias. Como se trata de um material espesso e 
poroso, a quantificação celular foi feita após a reconstrução 3D do material. É possível 
observar que houve crescimento celular ao longo do tempo e que a presença de 















Figura 13. Crescimento das ASC no dispositivo bilaminar PVA/col-AH e PVA 
contendo 1 ou 2 µg/mL de AgNPs/col-AH após 1, 7 e 14 dias de cultivo. Resultado 
expresso em média com desvio padrão, n=3. 
 











5.9.1 Fenótipo das ASC após cultivo no arcabouço de col-AH e dispositivo 
bilaminar   
O fenótipo das ASC foi analisado após 1, 7 e 14 dias de cultivo nos arcabouços. 
Após 1 dia de cultivo as células encontram-se espraiadas e agrupadas, com 7 e 14 
dias o citoesqueleto está organizado em fibras de estresse e as células estão mais 









Figura 14. Morfologia das ASC no arcabouço de colágeno/AH após 1 dia de cultivo 
(A), 7 dias (B) e 14 dias de cultivo, analisadas por MVCL após reconstrução 3D (C). 
Núcleo marcado com DAPI (azul), citoesqueleto marcado com Alexa-Fluor® 647 



















A morfologia das ASC foi analisada após 1, 7 e 14 dias de cultivo nos 
dispositivos bilaminar composto por PVA/col-AH, PVA 1µg/mL/col-AH e PVA 
2µg/mL/col-AH. As células encontram-se aderidas e espraiadas em todos os 
materiais analisados, demonstrando que a presença das AgNPs não interferiu na 




















Figura 15. Morfologia das ASC após 1, 7 e 14 dias de cultivo nos dispositivos 
bilaminar PVA/col-AH e PVA-AgNPs/col-AH analisadas por MVCL após reconstrução 
3D. Citoesqueleto marcado com Faloidina-Alexa FLuor 594 (vermelho) e DAPI para 







5.9.2 Liberação de Ag+ no meio de cultura  
O sobrenadante proveniente do cultivo das ASC sobre os dispositivos 
bilaminar, foi coletado após 1, 7 e 14 dias do cultivo. É possível observar que ocorreu 
uma pequena liberação de Ag+, cerca de 3X10-3 ppm para PVA-AgNPs 1µg/col-AH e 
35X10-3  ppm para PVA-AgNPs 2µg/col-AH apenas no primeiro dia de cultivo. Após 7 
e 14 dias não houve mais liberação das AgNPs para o meio (Figura 16).  
Figura 16. Liberação de Ag+ no sobrenadante da cultura das ASC sobre os dispositivos 












                   5.9.3 Obtenção dos macrófagos  
Os monócitos separados com o kit comercial CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec) 
e cultivados em frasco de cultura celular com superfícies que evitam a adesão, na M-
CSF para conversão dos monócitos em macrófagos por 5 dias, apresentarem-se 
















Figura 17. Macrófagos cultivados em frascos de cultivo celular de baixa adesão na 














5.9.4 Morfologia dos macrófagos e ASC após cultivo e co-cultivo na placa de 
poliestireno e col-AH   
  
Com 14 dias de cultivo, os macrófagos apresentaram-se arredondados em 
todos os tratamentos. As ASC na presença dos macrófagos tratados com LPS+INFγ, 
cultivadas na placa, apresentaram-se organizadas paralelamente uma as outras e 
afiladas, já as ASC co-cultivadas com macrófagos sem tratamento estão dispostas 
em várias direções. As ASC no arcabouço de col-AH cultivadas com macrófagos 
tratados com LPS+INFγ, apresentam-se afiladas e aderidas as paredes dos poros. 
Enquanto que as ASC na presença dos macrófagos sem tratamento, crescem no 
arcabouço e uma sobre as outras. Aparentemente, houve redução na quantidade das 
mesenquimais na presença dos macrófagos tratados com LPS+INFγ quando 










Figura 18. Macrófagos cultivados na placa de poliestireno e arcabouço de col-AH, na 
presença ou ausência de LPS +INFγ e ASC, após 14 dias de cultivo.  Em A, B, E e F 
células tratadas com LPS + INFγ. Em C, D, G e H células sem tratamento. Células 
analisadas por MVCL após reconstrução 3D. Citoesqueleto marcado com Faloidina-







5.9.5 Fenótipo dos macrófagos após cultura e co-cultura na placa de 
poliestireno e col-AH por citometria de fluxo 
 
  A presença de M1 e M2 foi analisada por meio da citometria de fluxo, a 



















                   Figura 19. Estratégia de análise utilizada para identificação do fenótipo M1 ou M2 
nas culturas. A análise inicial foi feita por um primeiro gate de tamanho e 
granulosidade, seguido de outro gate de “singlets”, que prioriza células únicas. 
Posteriormente, as análises fenotípicas dos macrófagos foram feitas por meio de um 
gate duplo positivo para CD14 e CD45, a fim de excluir as ASC. Dessa população, 
CD14+CD45+, analisou-se as células positivas e negativas para CD206. Após, dentro 
das positivas e negativas para CD206, foi verificado também a expressão de CD86. 
A análise da presença de macrófagos M1, foi realizada dentro da população CD206 





  A presença das ASC modulou a resposta dos macrófagos para um fenótipo M2 (anti-
inflamatório) por aumentar a quantidade de células expressando CD206, cultivados 
na placa sem tratamento ou no arcabouço de col-AH. Exceto na amostra tratada com 
LPS+INFγ, não foi notado o aumento na quantidade de macrófago expressando 
CD206 (Figura 20).  
 
Figura 20. Expressão de CD206 pelos macrófagos cultivados na placa de poliestireno 
e arcabouço de col-AH, na presença ou ausência de LPS+INFγ e ASC, após 14 dias 









Nos macrófagos positivos para CD206 foi observado redução na expressão de  
CD86, marcador para M1, após co-cultura dos macrófagos com as ASC no grupo 















de CD86 na presença das ASC, provavelmente devido a supressão do CD86 no 
grupo Col-AH M LPS+INFγ sem ASC, o qual pode ter sido acarretado pelo excesso 
de estímulo inflamatório promovido pelo arcabouço e LPS+INFγ. Na placa não foi 
observado diferença com relação a expressão de CD86 (Figura 21).  
  
 
Figura 21. Expressão de CD86 pelos macrófagos cultivados na placa de 
poliestireno e arcabouço de col-AH, na presença ou ausência de LPS+INFγ e ASC, 


























Foi observado redução na população de células M1 na presença das ASC 





 Figura 22. Macrófagos CD86+CD206- cultivados na placa de poliestireno e arcabouço 
de col-AH, na presença ou ausência de LPS+INFγ e ASC, após 14 dias de cultivo. 
























  5.9.6 Produção de citocinas pró e anti-inflamatória  
Analisou-se a produção de citocinas pró-inflamatórias IL12p40 e TNFα e 
antiinflamatória IL10, provenientes do sobrenadante da cultura celular. A presença 
das ASC promoveu redução das três citocinas (Figura 23).  
 
Figura 23. Citocinas anti e pró-inflamatórias provenientes do cultivo celular das ASC 






6. Discussão  
Neste estudo, desenvolveu-se um dispositivo bilaminar composto por PVA-
AgNPs/col-HA cultivado com ASC, como substituto cutâneo. Essa estrutura bilaminar 
visa mimetizar a pele, a qual é basicamente composta por uma camada mais externa 
avascular, a epiderme, sobre uma camada vascularizada, a derme (Nyame, Chiang, 
& Orgill, 2014).  
  
A membrana de PVA contendo AgNPs seria utilizada temporariamente a fim 
de exercer algumas funções da epiderme, como manter a lesão hidratada e evitar 
infecções por microrganismos (Jones & Vaughan, 2005b). O arcabouço de colágeno 
ácido hialurônico seria utilizado como equivalente dérmico, por mimetizar a matriz 
extracelular da derme, enquanto que, é esperado que as ASC cultivadas no 
arcabouço de col-AH associado a membrana de PVA-AgNPs produzam moléculas 
que auxiliarão no reparo da derme com redução na formação de fibrose.   
  
Trabalhos têm proposto que a polarização dos macrófagos para o fenótipo M2, 
está relacionado a melhor aceitação dos biomateriais implantados e melhora da 
regeneração do tecido ao invés de cicatrização (Guo, Merkel, Sterling, Davidson, &  
Guelcher, 2015; S. Hanson, D’Souza, & Hematti, 2014). ASC são conhecidas por 
serem imunomodulatórias, promovendo a polarização dos macrófagos para fenótipo 
M2, e anti-fibróticas (Chung & Son, 2014; Zonari et al., 2015). Sendo assim, também 
se analisou a retenção da imunomodulação das ASC sobre os macrófagos após 
cultivo no arcabouço de col-AH desenvolvido.   
  
Devido ao importante papel dos macrófagos no processo de cicatrização, 
intervir nas suas funções pode resultar em menor ulcerações, ferimentos crônicos, 
redução de cicatriz hipertrófica e queloides (Delavary, van der Veer, van Egmond, 
Niessen, & Beelen, 2011). Porém, para intervir é necessário maior conhecimento 
sobre o papel dos diferentes fenótipos assumidos pelos macrófagos na cicatrização. 
O sistema de co-cultura desenvolvido nesse trabalho, possibilita maior conhecimento 
da resposta dos macrófagos a biomateriais e da imunomodulação promovida pelas 






   A análise morfológica mostrou que a presença de AgNPs na membrana de 
PVA não interferiu na porosidade desse material, a qual apresentava poros com 
diâmetro entre 0,94 a 11,3 µm. A presença de poros nessa membrana é importante, 
pois permite aumento na concentração de oxigênio na lesão, que é necessário em 
vários processos celulares como fagocitose, mitose e expressão de fatores de 
crescimento, imprescindíveis para o reparo da lesão (Vowden, 2014). O arcabouço 
de colágeno/HA também se mostrou extremamente poroso, possuindo poros 
interconectados, o que proporciona a interação entre as células, pois permite a 
passagem de citocinas e fatores de crescimento (Hunt, Shelton, & Grover, 2009). Os 
poros presentes no arcabouço possuem diâmetro entre 60,6 a 100µm, tamanho esse 
considerado ideal para infiltração celular e angiogênese (O’Brien et al., 2005).   
  
   Outra característica importante para um curativo cutâneo são suas 
propriedades mecânicas, esses materiais precisam ser resistentes a deformação, 
macios e flexíveis, permitindo seu uso em qualquer parte do corpo (Khan, Peh, & 
Ch´ng, 2000). O módulo de Young da membrana de PVA variou entre 0,16 a 0,17 
Mpa. A presença de 2µg/mL de AgNPs promoveu redução do módulo de Young. Baek 
et al. (2015), têm demostrado que a presença das AgNPs reduz a densidade de 
reticulação do hidrogel o que interfere nas propriedades mecânicas desse material. A 
deformação máxima das membranas variou de 160 a 170%, maior que a da pele 
humana que apresenta elasticidade de 75% para recém-nascido e 60% para adultos 
idoso (Pawlaczyk, Lelonkiewicz, & Wieczorowski, 2013).   
  
 Pacientes com queimaduras estão expostos a invasão da lesão por 
microrganismos que podem levar a morte por septicemia (Bang et al., 2002). Para 
reduzir o risco de infecção das lesões adicionou-se AgNPs na membrana de PVA. As 
nanopartículas apresentaram diâmetro entre 5 a 20 nm. Segundo Xiu, et al., 2012 
quanto menor a partícula maior é a liberação de Ag+ e, portanto, maior seu potencial 
bactericida. Acredita-se que a oxidação da AgNPs a Ag+, possa interagir com 
moléculas presentes nas membranas das bactérias promovendo a despolarização da 
membrana, levando a morte da bactéria (Mahmoudi & Serpooshan, 2012). Além 





microrganismos, promovem a perda da capacidade de replicação do DNA, inativação 
de genes (Feng et al., 2000).  
O ensaio microbiológico por difusão de disco, demonstrou a presença de um 
pequeno halo apenas na amostra de PVA-AgNPs 2µg/mL. Esse resultado pode ser 
explicado pela pequena quantidade de Ag+ liberada da membrana de PVA 
demonstrada pelo ensaio de ICP-OES. A presença das AgNPs, em ambas 
concentrações, inibiu o crescimento fúngico na superfície das membranas. Dessa 
forma, podemos propor que houve retenção da Ag+ pela membrana de PVA e que 
essas não atuam liberando as AgNPs, mas sim inibindo o crescimento microbiológico 
por contato.   
  
   As ASC foram cultivadas nos arcabouços de colágeno-HA associado a 
membrana de PVA-AgNPs para estimular a vascularização e reduzir a formação de 
fibrose. Segundo Dominici et al. (2006), os critérios mínimos para caracterização das 
células-tronco mesenquimais seriam a capacidade dessas células em aderir a placa 
de poliestireno, expressar CD73, CD90 e CD105 e não expressar CD11b, CD19, 
CD34 e HLA-DR e capacidade de diferenciação em osteoblasto, adipócito e 
condrócito. Nesse trabalho demonstrou-se que foi possível o isolamento das ASC de 
tecido adiposo humano e essas foram confirmadas com células-tronco 
mesenquimais, por meio dos ensaios de citometria de fluxo e capacidade de 
diferenciação em células do tecido mesodérmico.   
  
   O ensaio de citocompatibilidade é necessário em qualquer biomaterial 
desenvolvido, para que se possam analisar possíveis efeitos danosos do material as 
células. Dessa forma, para que se pudesse determinar o crescimento celular no 
arcabouço, marcamos o núcleo das células com DAPI e após obtenção da 
reconstrução 3D das imagens, realizou-se a contagem dos núcleos. Nesse ensaio, 
foi possível observar que o arcabouço permitiu o crescimento das ASC ao longo do 
tempo, além de sua infiltração. Além disso, por meio da análise morfológica das 
células foi possível notar que com 1 dia de cultivo as ASC se encontravam espraiadas 
no arcabouço, com 7 e 14 dias o citoesqueleto está organizado em fibras de estresse, 





bilaminar desenvolvido nesse trabalho, demostra potencial uso como substituo 
cutâneo, uma vez que apresenta características necessárias a esses biomateriais.  
  
   Atualmente, a resposta dos macrófagos aos biomateriais tem recebido 
grande atenção da comunidade científica (Fearing & Van Dyke, 2014; S. E. Hanson 
et al., 2011; Witherel, Graney, Freytes, Weingarten, & Spiller, 2016). Essas células, 
dependendo do estímulo a qual são expostas, podem se diferenciar em macrófagos 
pró-inflamatórios (M1) e promover a destruição do tecido, ou em macrófagos 
antiinflamatórios (M2) responsáveis pelo remodelamento tecidual. Macrófagos M2, 
são células imunomodulatórias responsáveis pela remoção de restos apoptóticos e 
celulares, e estimulam o reparo tecidual e a angiogênese por meio da produção de 
citocinas e quimiocinas (Mosser & Edwards, 2008).   
  
As ASC, cultivadas no arcabouço de col-AH, foram utilizadas para analisar a 
manutenção do seu potencial de modular os macrófagos para fenótipo M2 e a 
influência dessa modulação sobre a expressão gênica dos fibroblastos. A co-cultura 
dos macrófagos com as ASC, demonstrou que as células permanecem vivas, tanto 
na placa quanto no arcabouço de col-AH, após 14 dias. Além disso, a presença dos 
macrófagos sem tratamento permitiu maior proliferação das ASC, quando comparado 
com macrófagos tratados com LPS+INFγ. Witherel et al., 2016, também reportaram 
aumento na sobrevivência das células tronco mesenquimais quando expostas a 
macrófago M2 comparada com M1. Esses resultados demonstram que é possível o 
estudo da co-cultura dessas células no arcabouço de col-AH desenvolvido nesse 
estudo.   
O estudo fenotípico dos macrófagos demonstrou que, após 14 dias de cultivo, 
a presença das ASC promoveu aumento na expressão de CD206, marcador para M2. 
Além disso, houve redução na quantidade de M1 na presença das mesenquimais. 
Também foi possível observar que o arcabouço de col-AH sem tratamento, aumentou 
a imunomodulção das ASC sobre os macrófagos, pois além do aumento de CD206, 
também houve redução de CD86. Outros trabalhos também têm demonstrado 
aumento no potencial imunomodulatório parácrino das células tronco mesenquimais 





bidimensional (2D) (Bartosh et al., 2010; Ylöstalo, Bartosh, Coble, & Prockop, 2012). 
Acredita-se que esse resultado possa ser devido a alguns fatores divergentes entre o 
sistema de cultivo bi e tridimensional, como polarização das células em resposta a 
força e rigidez do substrato, troca gasosa e gradiente de concentração de citocinas 
(Follin et al., 2016).   
  
A polarização das células em sistema 2D, como na placa de poliestireno, difere 
de um sistema 3D. No sistema 2D a força no aparato de mecanosensação promovida 
pela interação célula-matriz ocorre somente na superfície basal das células, enquanto 
que no sistema 3D é espalhada por toda superfície celular (Sart, Tsai, Li, & Ma, 2014).   
  
Diferença no gradiente de oxigênio e citocinas promovidos em sistema de 
cultura 3D, estão relacionados com mudanças no comportamento das células. A 
hipóxia que ocorre no interior de biomateriais porosos em condições estáticas, pode 
levar a aumento na produção de VEGF, proliferação e diferenciação celular (Cheema, 
Brown, Alp, & MacRobert, 2008; Grayson, Zhao, Bunnell, & Ma, 2007).  
  
 No sistema de cultura 3D, é observado aumento na secreção de componentes 
da matriz extracelular pelas células tronco mesenquimais, o qual é atribuído a 
retenção de fatores de crescimento (Duggal et al., 2009).  
  
Notamos que o arcabouço de col-AH sem as ASC e sem estímulo para M1, 
promove um fenótipo intermediário dos macrófagos, com alta expressão de CD86 e 
CD206. Esse mesmo resultado foi observado no grupo contendo as ASC e 
macrófagos tratado com LPS+INFγ no arcabouço de col-AH, isso indica que essas 
células estão recebendo ambos estímulos, pró é anti-inflamatório. Os macrófagos são 
células o qual devido sua plasticidade podem polarizar para o fenótipo M1 ou M2, 
essa polarização não é fixa, podendo um fenótipo ser convertido a outro dependendo 
das citocinas e quimiocinas as quais estão expostas (Stout, Watkins, & Suttles, 2009). 
Devido a essa plasticidade é possível haver macrófagos em situações intermediárias 






Era esperado aumento na expressão de CD86 no grupo col-AH M LPS+INFγ, 
quando comparado ao grupo col-AH M, acredita-se que esse resultado seja devido a 
supressão do receptor devido sua superestimulação, a qual pode ter sido causada 
pelo colágeno bovino tipo I e pela presença de LPS+INFγ. O aumento na expressão 
do CD86, no grupo col-AH M+ASC LPS+INFγ, pode ter ocorrido por causa da 
presença das ASC, a qual conseguiu atenuar a superestimulação desse receptor. A 
supressão da resposta inflamatória, devido ao excesso de estimulo, com redução na 
expressão de genes como CD86, é um mecanismo de tolerância essencial a 
homeostase da resposta imunológica (Carmody, O ’carroll, Fagan, & Shanahan, 
2018).   
  
 Nesse estudo, foi observado conversão do macrófago para o fenótipo M2, no 
arcabouço de col-AH, por meio do cultivo das ASC. Acredita-se que a indução do 
fenótipo M2, logo após implante do biomaterial, seja desejável por evitarem a reação 
de corpo estranho (RCE) desencadeada pela presença do biomaterial. Nesse tipo 
de resposta imune, células inflamatórias são recrutadas no local tecidual do implante 
e os macrófagos por não conseguirem fagocitar o material, estimulam um processo 
inflamatório crônico. Esse processo inflamatório crônico, com presença de 
macrófagos M1, pode levar a perda do biomaterial implantado, além de trauma 
adicional ao tecido. Dessa forma, tem se proposto que a indução da resposta 
antiinflamatória possa contribuir para o sucesso do implante e permitir o reparo 
tecidual (S. Hanson et al., 2014).   
  
         Tanto na placa quanto no arcabouço, a presença das ASC reduziu a 
quantidade de M1. Dessa forma podemos pressupor que as ASC podem reduzir a 
RCE gerada pelo arcabouço, a qual tem-se demonstrado estar relacionada a 
presença de M1 no local do implante (S. Hanson et al., 2014).  
  
                                 A presença das ASC, promoveu redução das citocinas pró-inflamatórias, 
IL12p40 e TNFα, e anti-inflamatória, IL10, em todos os casos analisados. Esses 
resultados corroboraram com os encontrados na análise fenotípica dos macrófagos, 
onde observou-se aumento na expressão de CD206 nos grupos contendo ASC. 





IL10 seguido do aumento de citocinas inflamatórias é devido ao papel autorregulatório 
da IL10, a fim de solucionar a inflamação (Moore et al., 2001).  
  
    Foi observado no arcabouço de col-AH aumento na expressão de CD86, 
CD206 e na quantidade de macrófago M1 quando comparado a placa. O fenótipo 
misto observado com alta expressão de CD86 e CD206, pode ser devido a presença 
de estímulos anti e pró-inflamatório promovidos pelo arcabouço. No entanto, deve ser 
testado in vivo o potencial desse material em provocar uma RCE, uma vez que é 
conhecido que esse processo é desencadeado por macrófagos M1 (S. Hanson et al., 
2014). O estudo in vivo do arcabouço de col-AH com e sem ASC, com estímulo para 
M1 e M2, seria um modelo interessante para analisar a RCE e formação de fibrose.  
  
 A manipulação do fenótipo inflamatório dos macrófagos pode contribuir para 
regeneração tecidual por alterar os mecanismos de formação de fibrose. Tem-se 
demonstrado que o aumento na regeneração versus fibrose, em implantes 
subcutâneos 3D, está relacionada com aumento na polarização de macrófagos para 
fenótipo M2 (Guo et al., 2015).  
  
 O sistema desenvolvido nesse estudo possibilita aprofundar o conhecimento 
da resposta dos macrófagos aos biomateriais e entender o mecanismo da 
imunomodulação promovida pelas ASC, de forma a melhorar os resultados obtidos 
com o implante dos biomateriais, visando reduzir rejeição imune, contribuir com a 














            7. Conclusões  
• A membrana de PVA-AgNPs apresenta características apropriadas como curativo, 
com potencial em permitir troca gasosa, ser flexível e reduzir infecção por 
microrganismos;  
• O arcabouço de col-AH demonstrou-se com poros interconectados e compatível com 
o crescimento das ASC;  
• A associação da membrana de PVA-AgNPs com o arcabouço de col-AH não interferiu 
no crescimento das ASC;  
• A presença das ASC, no arcabouço de col-AH, modulou a reposta dos macrófagos 
para M2 com redução das citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias;   
• O arcabouço de col-AH promoveu fenótipo intermediário dos macrófagos não 
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